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@& Mittel zur Prévention von mykotischan Kontaminationen bei der Zell- und Gewebekultur bakterisllen,
pflanziichen, animalischen und humanen Ursprungs, bestehend aus Polyen-Makrolid-Konjugaten mit
Polysacchariden

@ Bel der Kultivierung von Gewebe und Zellen bakteriel-
len, pflanzlichen oder animalischen Ursprungs bzw.
menschlichen Ursprungs milssen oft trotz aseptischer
Verfahrensweise priventiv Antimykotika wie Amphoteri-
cin B oder Nystatin eingesetzt werden. Diese Verbindun-
gen haben jedoch Nachteile wie z. B. Nebenwirkungen
auf die Zell- und Gewebekulturen. AuBerdem weisen die-
se Verbindungen alle eine nicht ausreichende Wasserlos-
lichkeit auf, die nachteilig ist. Es sollten deshalb neue Mit-
tel zur Verwendung als Antimykaotika bei der Zeli- bzw. Ge-
webekultur gefunden werden, die diese Nachteile nicht
oder nur reduziert aufweisen.

Die neuen Mittel zur Verwendung als Antimykotika bei
den Zell- bzw. Gewebekulturen bakteriellen, pflanzlichen
und animalischen Ursprungs sind Derivate der Polyen-
Makrolid-Antimykotika Amphotericin B, Nystatin oder
Natamycin, die Uber eine Amidbindung mit dem Polysac-
charidanteil verknipft sind, wobei dessen reduzierende
Endgruppe vor der Konjugation zur entsprechenden Car-
bonsdure oxidiert wurde.

Mittel zur praventiven anitmykatischen Behandlung von
Zell- und Gewebekulturen bakteriellen, pflanzlichen, ani-
malischen und menschlichen Ursprungs.
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Beschreibung

[0001] Die voriegende Erfindung betrifft die Verwendung
von wasserioslichen Zubereitungen von Polyen-Makrolid-
Antimykotika in Form von Konjugaten mit Polysacchariden
auf Basis von Stiirke oder Stirkederivaten, insbesondere
Hydroxyethylstiirke und Hydroxypropylstirke zur Priven-
tion mykotischer Kontaminationen bei der Zell- und Gewe-
bekultur auf bakterieller, pflanzlicher, animalischer und hu-
maner Basis,

[0002] Die strukturell eng verwandten Polyen-Makrolid-
Antibiotika Natamycin, Nystatin und Amphotericin B sind
bekannte fungistatische bzw. fungizide Verbindungen, die in
der Medizin unterschiedlich eingesetzt werden. So ist zum
Beispiel Amphotericin B ein aus Streptomyces nodosus iso-
licrtes Polyen-Antimykotikum. Chemisch handelt es sich
um ein makrocyclisches Lacton (Makrolid) mit 7 konjugier-
ten Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb
cines 38-gliedrigen Lactonrings, an welchen fiber eine O-
glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosamin ge-
bunden ist,

[0003]) Amphotericin B ist amphotzr und besitzt lipophile
und hydrophile Regionen im Molekil, welche es befihigen,

mit den in der Cytoplasmamembran von Pilzen enthaltenen
Sterolen Komplexe zu bilden, was zu einer Storung der Zell-
permeabilitiit fishrt, Da Bakterienmembranen keine Sterole
enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin B
selektiv gegen Pilze gerichtet.

[0004] Wegen des breiten Wirknngsspektmms von Am-
photericin B gegen praktisch alle humanpathogenen Pilze ist
es fllr die systemische Behandlung mykotischer Infektionen
beim Menschen das Mittel der Wahl. Amphotericin B weist
cinige gravierende Nebenwirkungen bei der intravendsen
Applikation auf, die teilweise auch mit seiner geringen Was-
serldslichkeit im physiologischen pH-Bereich und dem da-
durch bedingten Einsatz von L&sungsvermittlern zusam-
menhiingt. Die Handelspriiparate des Amphotericin B sind
deshalb relativ kompliziert aufgebaut, auch teilweise teuer
herzustellen und weisen deshalb zus&tzliche Nachteile dies-
bezitglicher Art auf. Die Wasser-SchwerlGslichkeit trifft
auch zu fiir die engen Strukturverwandten Nalamycm und
Nystatin, welche derzeit nur als Arzneimittel in topischen
Formen eingesetzt werden.

[0005] Das zur Infusion vorgesehene Originalpriiparat des
Amphotericin B von BRISTOL-MYERS SQUIBB (in
Deutschland unter der Handelsbezeichnung " Amphotericin
B* erhiltlich) liegt zum Beispiel als Trockensubstanz vor,
welche mit Wasser rekonstituiert werden muB und liegt dann
als mizellare Dispersion von Amphotericin B mit Na-De-
soxycholat vor, Um eine applikationsfihige Infusionslésung
zu erhalten, kann die so erhaltene StammlGsung nur mit
elektrolytireien TrigerlGsungen wie zum Beispiel einer 5%-
igen Glucoseldsung bis zur erwiinschten Endkonzentration
verdiinnt werden. Dieses Priiparat weist zudem nureinen ge
ringen Therapeutischen Index auf, d. h. das PRenster zwi-
schen effektiver und toxischer Dosis ist sehr schmal. Dar-

tiber hinaus ist, trotz des relativ breiten Wirkungsspektrums
von Amphotericin B, dieses Priiparat bei bestimmten Krank-
beitsbildern wenig effektiv, weil die Wirksubstanz den Ort
der mykotischen Infektion nicht oder nur in zu kleinen Xon-
zentrationen erreicht, so dass Amphotericin B dort seine
charakteristische antifungale Wirkung nicht oder nur unzu-
reichend entfalten kann,

[0006] Um die Nachteile des Originatorpriiparates zu
uberwinden, wurde eine Reihe von Amphotericin B-Priipa-
raten entwickelt, welche hpldfonnuhemngen darstellen,
zum Beispiel Lipidkomplexe mit Amphotencm B, kolloide
Dispersionen von Cholesterylsulfat mit Amphotericin B und
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liposomal verpacktes Amphotericin B, Alle diese Arzneifor-
men weisen zwar einen groBeren therapeutischen Index und
cine bhohere Vertriglichkeit, insbesondere cine geringere
Nephrotoxizitét im Vergleich mit einer herkémmlichen Am-
photericin B-Desoxycholat-Formulierung auf, weshalb sie
auch in hoheren Dosen verabreicht werden kiénnen, dennoch
lassen sich bei bohen Dosen die oben beschriebenen Neben-
wirkungen nicht ganz vermeiden.

[0007] Ein gravierender Nachteil solcher Lipidformulie-
rungen von Ampbotericin B ist jedoch in den sehr bohen
Herstellungskosten und den damit verbundenen Handels-
preisen zu sehen. Dariiber hinaus milssen diese komplizier-
ten Arzneiformen bis zu jhrer applikationsfertigen Form
nach wie vor in umnstindlicher Weise rekonstituiert werden,
Nicht zuletzt wegen dieser Nachieile ist trotz der verbesser-
ten therapeutischen Breite bei den Lipidformulierungen des
Amphotericins B eine breite Akzeptanz auf dem Markt aus-
geblieben,

[0008] Es wurde nun gefunden, dass gem@B Deutscher Pa-
tentanmeldung 101 29 369.0 wasserlSsliche Amphotericin
B-Konjugate mit Polysacchariden herstellbar sind, die pe-
benwirkungsfreier als das Original sind und eine hohe Was-
serlGslichkeit aufweisen und zudem kostengiinstig berstell-
bar sind. )
[0009] Wir haben nun festgestellt, dass zwar mit zuneh-
mendem Molekulargewicht des Polysaccharidanteils die
Wasserloslichkeit der nach DP 101 29 369.0 hergestellten
Polysaccharidderivate des Amphotericin B stark zunimmt
und das AusmaBl der Nebenwirkungen, gemessen als die in
vitro gemessens Himolyserate abnimmt, gleichzeitig aber
die in vitro fungizide bzw. fungistatische Wirksamkeit rela-
tiv zum Originalprparat beeintrichtigt wird.

[0010) Bei einem parenteralen Einsatz von Amphotericin
B-Konjugaten der obigen Porm ist diese Abnahme der
Wirksamkeit unproblematisch, da nach der intravendsen In-
jektion ein durch die Serum-a- Amylase verursachter Abbau
zum Beispiel des Hydroxyethylstirkeanteils erfolgt (durch
Spaltung der a-1,4-glycosidischen Bindungen der Anhydro-
glucosen), so daB die in vivo Wirksamkeit der Abbaupro-
dukte wieder zunimimt im Vergleich zu dem Originalpriipa-
rat und damit bei Vermeidung aller Nachteile des freien Am~
photericin B vergleichbar ist mit der Wirksamkeit dieser
Verbindung.

[0011) Uberraschenderweise haben wir nun festgestellt,
dass Hydroxyethylstéirke — Amphotericin B-Konjugate nach
DP 10129 369.0 (Amphotericin B-Hesylate) mit einem
Molekulargewicht des Hydroxyethylstérkeanteils von <
80.000 Dalton, also unterhalb der menschlichen Nieren-
schwelle, eine im Vergleich zum underivatisierten Ampho-
tericin B stark reduzierte in vitro Hiimolyserate aufweist,
gleichzeitig eine nahezu unverinderte in vitro fungizide und
fungistatische Wirkung aufzeigt, die ausreichend ist, um
Zell- oder Gewebekulturen auf bakterieller, pflanzlicher,
animalizcher bzw. bumaner Basis vor eventuellen Kontami-
nationen durch Pilze zu schiitzen. Der Einsatz von Antimy-
kotika bei der Zell- und Gewebekultur ist auch trolz entspre-
chender aseptischer Arbeitsweisen oft notwendig. Dabei
richtet sich die Konzentration der Antimykotika nach dem
Medium, den Zelltypen bzw. Gewebetypen und der jeweils
ermittelten zytotoxischen Konzentration der Antimykotika.
Es ist nun besonders vorteilhaft, dass die erfindungsgems-
Ben Konjugate nicht oder nur sehr schwer in die Zellen pe-
netrieren konnen und dass sie weiterhin nicht zytotoxisch
bzw. hiimolytisch wirken. Sie sind ausreichend wasserlés-
lich und kSnnen als Langzeit lagerungsstabile Lyophilisate
leicht var Applikation zu den Zell- bzw. Gewebekulturen re-
konstituiert werden. Sie sind physikalisch-chemisch kompa-
tibel mit den ganglgcn Zell- bzw. Gewebekulturmedien. Thre
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Einsatzkonzentration richtet sich, wie oben beschrieben,
nach den entsprechenden Randbedingungen, die zel)- bzw.
gewebekulturabhingig erforderlich sind.

Patentansprilche s

1. Mirtel zur Verwendung bei der Zell- oder Gewebe-
kultur bakterieller, pflanzlicher, animalischer und
menschlicher Zellen oder Gewebe zur Protektion mog-
licher mykotischer Kontaminationen, bestehend ans to
wasserlslichen Polyen-Makrolid-Polysaccharid-Kon-
jugaten der allgemeinen Formel

A-NH-R

wobei

A-NH - die Polyen-Makrolidreste von Amphotericin 1S
B, Nystatin oder Natamycin bedeuten, die Giber ihre
freie NH, Gruppe in einer Amidbindung an R konju-
giert sind und

R - ¢in an der reduzierenden Endgruppe zur Carbon-
saure bzw. Lacton oxidierter Polysaccharidrest auf Ba- 20
sis von Stiirke oder Stiirkederivaten in Amidbindung an
die NH;, Gruppen der Polyen-Makrolide bedeutet,

2. Verwendung wasserléslicher Polyen-Makrolid-De-
rivate gemiB Anspruch 1, wobei R — Hydroxyethyl-
stirke bzw. Hydroxypropylstirke-Dexivate, ihrer Stir- 25
kekomponenten Amylopektin oder Amylose bedeuten,
deren Molekulargewicht < 80.000 Dalton ist.

3. Verwendung von wasserldslichen Amphotericin B-
Derivaten gemiiB Anspruch 2, wobei R - eine an der
terminalen reduzierenden Eodgnippe oxidierte Hy- 30
droxyethylstirke bedeutet die in Amindbindung zur
NH, Gruppe des Amphotericin B vorliegt und der Sub-
stitutionsgrad MS der Hydroxyethylstiirke zwischen
0,1 und 0,8 liegt und das Verhiiltnis der Substitution an
den Kohlenstoffatomen 2 und 3 der Anhydroglucosen 35
zwischen 3 und 15 liegt.
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